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RESÚMEN 
Los procesos para la desinfección de agua como ser la utilización de la  radiación 
UV-C y agentes oxidantes como el ácido peracético (APA) carecen de los efectos 
secundarios que produce la cloración convencional. En nuestro trabajo escogimos para 
comenzar a explorar la producción de daño en proteína y ADN de los microorganismos 
tratados,  geles de poliacrilamida desnaturalizantes con SDS (SDS-PAGE) y la técnica de 
ERIC-PCR respectivamente. Los ensayos de inactivación consistieron en colocar un cultivo 
de E. coli ATCC 8739 dentro de un reactor tipo batch con una lámpara UV-C colocada en 
forma anular. Para los ensayos con ácido se eligieron cuatro concentraciones diferentes (4, 
8, 12 y 16 ppm) y se trabajó con tres niveles de radiación (100, 40 y 20%). Con las muestras 
tomadas a distintos tiempos se realizó el recuento de colonias viables en agar EMB. 
Además se les extrajo y analizó el material celular de las bacterias mediante las técnicas de 
biología molecular mencionadas y se realizó el posterior análisis de datos a través del 
programa ImageJ/FIJI. Los recuentos bacterianos mostraron una eficiencia para la 
desinfección del 99,99 % en todos los tratamientos empleados.  Respecto a la proteína se 
observaron modificaciones en los patrones de bandas en los geles de poliacrilamida, tanto 
para UV como para APA. En los geles de agarosa se vieron modificaciones de los patrones 
de ERIC-PCR que corresponden al daño causado durante el proceso de desinfección con 
UV-C.  Para concluir, en principio notamos que ambos procesos de desinfección son 
altamente eficientes. La técnica de SDS-PAGE nos permitió obtener una primera 
aproximación del daño producido por la radiación UV-C y el APA a las proteínas celulares. 
También podemos decir que la técnica de ERIC-PCR es adecuada para observar el daño 
producido por la radiación UV-C al ADN de la cepa utilizada.  
ABSTRACT 
The water disinfection processes such as UVC radiation and peracetic acid (PAA) 
have no negative side effects like conventional chlorination. To study the damage in protein 
and DNA of the treated microorganisms by these alternative disinfection methods, we select 
denaturing polyacrylamide gels with SDS (SDS-PAGE) and the ERIC-PCR technique 
respectively. In the inactivation tests, E. coli ATCC 8739 culture was placed inside a batch 
reactor with a UV-C lamp located in an annular form. For the peracetic acid experimental 
tests, four different concentrations were chosen (4, 8, 12 and 16 ppm) and three levels of 
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radiation were used (100, 40 and 20%). The samples were taken at different time and viable 
colonies were counted on EMB agar. In addition, the cellular material of the bacteria was 
extracted and analyzed by the aforementioned molecular biology techniques and the 
subsequent data analysis was carried out through the ImageJ / FIJI program. The bacterial 
count showed a disinfection efficiency of 99.99% in both treatments. Regarding the protein, 
modifications were observed in the bands patterns in the polyacrylamide gels, for UV and 
APA. In the agarose gels modifications of the ERIC-PCR patterns that correspond to the 
damage caused during the UV-C disinfection process were observed. To conclude, we found 
that both disinfection processes are highly efficient. The SDS-PAGE technique allowed us to 
obtain a first approximation of the damage produced by UV-C radiation and PAA to cellular 
proteins. We can also affirm that the ERIC-PCR technique is adequate to observe the 
damage produced by UV-C radiation to the DNA of the strain used. 
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INTRODUCCIÓN 
El consumo de agua contaminada produce innumerables enfermedades causadas 
por microorganismos patógenos. Los métodos convencionales de desinfección de aguas, 
tales como la cloración, a pesar de su eficacia, pueden reaccionar con la materia orgánica 
natural (NOM) (Liang y Singer, 2003) para formar una amplia gama de subproductos de 
desinfección (DBP), muchos de los cuales han sido identificados como cancerígenos y 
mutagénicos (Woo y col., 2002).  
En los procesos de desinfección de agua, la utilización de la radiación UV-C y 
agentes oxidantes como el ácido peracético (APA), son tecnologías muy atractivas por 
carecer de los efectos secundarios que produce la cloración convencional (Flores y col., 
2014).  Es sabido que la radiación UV-C afecta el material genético de las células (ADN y 
ARN) pero también se ha sugerido que produce fotólisis directa de grupos sulfidrilo de las 
proteínas (Chan y col., 2006). El APA también afecta, por generación de radicales libres 
altamente oxidantes, los mismos grupos funcionales proteicos provocando así la pérdida de 
viabilidad de las células tratadas (Deyer y col.,y 1998). Para evaluar el daño al ADN, en el 
presente trabajo se utilizó una variante de la técnica de reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR), conocida como ERIC-PCR. Los elementos ERIC son secuencias de DNA 
extragénicas, cortas, repetidas y esparcidas en el genoma de las enterobacterias; constan 
de 126 pb, con un repetido invertido central conservado (Tobes y col., 2006). Para revelar el 
daño provocado a proteína se hicieron geles de poliacrilamida desnaturalizantes con dodecil 
sulfato de sodio (SDS-PAGE). 
OBJETIVOS 
-Estudio de procesos de desinfección de aguas para la eliminación de diferentes 
microorganismos patógenos utilizando agentes oxidantes en combinación con radiación UV. 
- Detección y cuantificación de las alteraciones o daños en los componentes 
biológicos de los patógenos utilizando técnicas de biología molecular. 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Dispositivo Experimental 
Los ensayos experimentales se realizan en un reactor batch, anular, mezcla 
perfecta (Figura 1). El reactor está compuesto por un tanque reservorio de acrílico de 2000 
cm3 de volumen con camisa refrigerante. Con un radio interno de 2,2 cm y un radio externo 
de 7 cm. La temperatura se mantuvo constante a 20°C utilizando un baño termostático 
(HAAKE). El reactor posee un sistema de agitación orbital mecánico. Las conexiones entre 
los elementos del sistema están hechas con mangueras de silicona. Durante las corridas 
experimentales el dispositivo fue irradiado con una lámpara tubular Philips TUV (15 W), baja 
presión de vapor de mercurio (emisión a 253,7nm) que se encuentra en el espacio anular 
del reactor, separada del líquido por un tubo concéntrico de cuarzo. 
Corrida Experimental   
Los ensayos de inactivación consistieron en colocar un cultivo, 
de E. coli ATCC 8739 dentro del reactor con una concentración 
aproximada de 107 UFC/cm3. Para llevar a cabo los ensayos, se 
utilizaron tres niveles de radiación incidente sobre la pared interna del 
reactor, mediante la utilización de mallas de acero inoxidable dispuestas 
sobre la lámpara auspiciando como filtros de densidad neutra. Se trabajó 
con la lámpara sin filtro (100% de radiación) que equivale a 10,5 
mW/cm2, con un filtro con una transmitancia del 40% que equivale a 4,2 
mW/cm2 y un filtro con una transmitancia de 20% que equivale a 2,1 
mW/cm2. Los valores de radiación incidente fueron obtenidos mediante 
la técnica actinométrica de Murov y col. (1993). Para los ensayos con 
APA se eligieron las concentraciones de trabajo de 4, 8, 12 y 16 ppm. 
Con las muestras tomadas a distintos tiempos se realizó el recuento de 
colonias viables en agar eosina azul de metileno (EMB).  
Reacción de ERIC-PCR 
Para este análisis se seleccionaron las muestras tomadas a distintos tiempos. 
Luego se realizaron una serie de centrifugaciones (cada una de 10 minutos a 15000 rpm) 
para concentrar las muestras obtenidas y así lograr la cantidad necesaria de ADN para las 
amplificaciones. Se descarto el sobrenadante tras la última centrifugación y se colocaron 
100 µl de agua destilada estéril en cada tubo. Por último las muestras se incubaron en baño 
de agua a 100ºC durante 10 minutos. 
Una vez obtenido el ADN se procedió a realizar la ERIC-PCR. Se tomaron tubos de 
200 µl y se les colocó: 9 µl de agua libre de nucleasas (MiliQ Promega Biodynamics); 12,5 µl 
de GoTaq Green MMix (Promega Biodynamics), concentración final 1X; 1 µl Mix Primers 
(Forward/ Reverse) (Figura 2), concentración final 0,4 µM; 2,5 µl de la muestra de ADN. 
Completando un volumen final de reacción de 25 µl. 




              
 
                 Figura 2. Secuencia de Primers ERIC-PCR (Wilson L.A. y Sharp P.M., 2006). 
 
 
              Las amplificaciones se realizaron en un termociclador (Eppendorf AG, Hamburg, 
Germany), con un ciclo inicial de 5 minutos a 95 ºC; seguido de 28 ciclos con las siguientes 
variaciones de temperatura: 30 segundos a 90 ºC, 1 minuto a 40ºC, 8 minutos a 65ºC. Por 
último un ciclo de elongación de 16 minutos a 65ºC (Versalovic y col. 1991). Los productos 
formados se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, 
teñidos con Bromuro de Etidio y documentados por fotografía en un transiluminador 
bajo iluminación con luz UV, para luego ser analizados en el programa ImageJ/FIJI.  
 
 
TÉCNICA DE SDS-PAGE 
 
 
Para poder obtener un perfil de proteínas que nos permitiera aproximarnos a la observación 
del daño que producen los agentes desinfectantes a la proteína de las bacterias tratadas, 
implementamos en primer lugar la técnica de SDS-PAGE (Laemmli 1970). Comenzamos 
concentrando las muestras mediante múltiples centrifugaciones en tubos eppendorff de 1,5 
ml de volumen, cada una fue de 10 minutos a 15000 rpm. A continuación, luego de un 
lavado con solución fisiológica, se colocaron 50 µL de Buffer Muestra (Tris pH 6,8 50 mM, 
Glicerol 10%, SDS 2%, Azul de Bromofenol 0,1%) en cada tubo y se hirvieron durante 5 
minutos. A continuación se prepararon los geles, primero el gel separador con un 15% de 
acrilamida y luego, el gel apilador con 8% de acrilamida. Una vez solidificados los geles se 
procedió a la corrida electroforética durante aproximadamente 1:30 horas a 20 mA 
constantes. Al finalizar la electroforesis, se revelaron las bandas obtenidas mediante tinción 






Para el análisis de resultados, se realizó el recuento de las placas de Petri que 
contenían entre 30-300 Unidades Formadoras de Colonias (UFC) y luego se graficó la 
concentración bacteriana de E. coli (log (C/C0)) versus el tiempo en segundos (s). En la 
Figura 3 se muestran los resultados obtenidos.                        
        
Figura 3. Inactivación de E.coli con: A) radiación UV-C con las tres intensidades utilizadas y 
B) usando las diferentes concentraciones de APA.
En el gráfico que corresponde a las corridas realizadas con radiación UV en sus 
distintas intensidades (Figura 3 A), podemos observar que existe una diferencia de 6 
segundos entre los tratamientos 100 y 40% de radiación y entre los que se usó 40 y 20% de 
radiación cuando alcanzan un descenso de 4 unidades logarítmicas. Ésta reducción de 
unidades logarítmicas equivale a un porcentaje de desinfección del 99,99% de E. coli en el 
sistema estudiado. 
Respecto a las corridas con APA, se puede observar en la Figura 3 B, como a 
medida que aumenta la concentración empleada de oxidante aumenta la velocidad de 
desinfección. Para obtener una reducción de 4 unidades logarítmicas utilizando 4 ppm de 
APA se debe mantener un tiempo de contacto de 240 s con el oxidante, cuando se usó 8 
ppm esto se logró con 75 s de exposición , mientras que para 12 ppm  fueron necesarios 40 
s y para 16 ppm sólo 25 s.  
Se observó una mayor eficiencia por parte de la radiación UV en la desinfección. 
Las concentraciones de ácido que se asemejan en el tiempo de reacción a la radiación UV 
son las de 12 y 16 ppm. Con respecto a las curvas de desinfección, para 4 ppm de APA se 
obtuvo una  curva típica de inactivación, ya que presenta la forma característica de hombro y 
cola. Esto hace factible pensar que la fase “lag” que se observa en estas curvas no-lineales 
representa la serie de etapas y condiciones que llevan a la muerte celular. Este tipo de 
curvas muestra que la acción del agente desinfectante es gradual. En cambio, para 
concentraciones mayores de ácido, observamos un comportamiento lineal. Para las curvas 
de UV observamos un comportamiento diferente, tienen un comienzo lineal y luego se 
genera una cola.  
En la Figura 4 se muestran los resultados de la electroforesis en gel de agarosa, 
donde se muestran los perfiles de bandas de las muestras analizadas tras la utilización de 
una lámpara UV germicida con distintos niveles de radiación. Para todas las intensidades de 
fotones empleadas se observó una modificación del patrón de bandas de la ERIC-PCR. La 
desaparición de las bandas de mayor peso molecular cuando la radiación fue del 100% se 
manifestó a los 12 s, mientras que cuando se realizó con 40 y 20 % de radiación, esto 
sucedió a los 40 y 60 s respectivamente. Cuando la radiación incidente fue del 100 %, se vio 
que al tiempo final trabajado, 70 s, ya no se resuelve ninguna banda en el gel, lo que no 
sucede a los tiempos finales de las otras dos condiciones empleadas ya que permanecen 
las bandas de menor peso molecular. Esto se estudió con más detalle cuando fueron 
hechas las densitometrías de las bandas en el programa ImageJ/FIJI. En el caso del APA no 





      
 
Figura 4. Geles de agarosa al 1,5% con los perfiles de ERIC-PCR para E. coli ATCC 
8739.Perfiles correspondientes a distintos niveles de intensidad de radiación (arriba) y a las cuatro 
concentraciones de ácido peracético utilizadas (abajo). T seguida de un número indica la muestra 




Para el estudio de proteína se trabajó con un 100% de radiación, y con la máxima 
concentración de ácido, 16 ppm. En los geles de poliacrilamida (Figura 5 A y B) pueden 
observarse posibles alteraciones (desplazamientos de bandas, aparición de nuevas y 
desaparición de otras, etc) que podrían deberse a la alteración por parte de los agentes 




    
 
Figura 5. Geles separadores de poliacrilamida al 15 % con tinción de nitrato de plata de E. coli 
tratada con: A) radiación UV-C y B) 16 ppm de ácido peracético. T seguida de un número indica la 
muestra tomada en un determinado tiempo de corrida medido en segundos. Los rectángulos rojos 
indican las posibles zonas del gel con modificaciones en el perfil de proteína. 
A                                                                  B                                  
CONCLUSIONES 
Por los resultados obtenidos podemos concluir que el método de desinfección con 
radiación UV-C es altamente eficiente para E. coli en agua. La velocidad de inactivación va 
disminuyendo a media que disminuye el nivel de radiación. Se demostró que la radiación UV 
causa daño al ADN que se manifiesta como una desaparición de las bandas, al comienzo 
del proceso, de mayor peso molecular y por último son afectadas las más pequeñas que se 
pierden totalmente sólo en los tiempos trabajados en las corridas en las que se utilizó 100% 
de radiación.  
En el caso del APA también se observa una muy buena efectividad con la cantidad 
inicial de microorganismos empleada sobre todo con las concentraciones mayores a 8 ppm 
de ácido. Lo que también se concluye en este caso gracias a la amplificación del ADN por 
ERIC-PCR, es que al menos con las concentraciones de oxidante empleadas y los tiempos 
de trabajo utilizado, no se observa ninguna alteración del patrón de bandas en los geles de 
agarosa. Esto se puede interpretar como una ausencia del daño producido por el ácido 
hacia el ADN bacteriano o de existir algún tipo de daño no fue posible detectarlo con esta 
técnica. Con respecto al estudio realizado en proteína se comprobó la presencia de posibles 
alteraciones producidas por los agentes desinfectantes sobre las proteínas de los 
microorganismos.  
Las modificaciones en el ADN como las posibles alteraciones observadas en las 
proteínas, son alentadoras para profundizar el estudio buscando el daño específico 
producido en estas biomoléculas y así poder cuantificarlo y llegar a incorporarlo a una 
cinética de desinfección. 
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